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BAZI ANTIiBIiYOTIKLERIN VOLTAMETRIK
DAVRANISLARININ INCELENMESI VE KANTITASYON
KOSULLARININ BELIRLENMESI

Hasan AYDOGAN

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dal1
Tez Danisman: Prof. Dr. A. Ersin KARAGOZLER
2015, 41 sayfa

Antibiyotikler genel anlamiyla mikroorganizmalarin sebep oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan ilaglardir. Doktora bagvuran hastalara regete edilen ilaglar
arasinda antibiyotikler ilk siralarda yer alir.

Sagaltim ve koruma amaciyla kullanilan antibiyotiklerin ve metabolitlerinin
canlilarin gesitli doku ve biyolojik sivilari ile siit ve bal gibi bazi besin
maddelerindeki kalintilarinin analizleri i¢in dogrulugu ve kesinligi yiiksek
metotlar gelistirilmistir. Bu amagla gelistirilen en ileri yontemler kromatografik

yontemlerdir.

Bu calismada ii¢ farkhi smiftan (Betalaktam antibakteriyelleri, Penisilinler ve
Aminoglikozitler) ila¢ formiilasyonundaki 6 ayri antibiyotik etken maddenin
(sefazolin, sefuroksim, seftriakson, penislin G, ampisilin ve gentamisin) kalem
grafit elektrot kullanilarak Britton-Robinson tampon ¢é6zeltilerindeki (pH=2, 5 ve
9) elektrokimyasal davramiglari ¢evrimli voltametri ile incelenmistir. Daha sonra,
diferansiyel puls voltametri ile antibiyotiklerin yiikseltgenme pikleri belirlenmis,
kalibrasyon standard1 olarak hazirlanan ¢6zeltiler kullanilarak belirlenen pik akim
siddetleri Olgiilerek her bir antibiyotik i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. En
kiiciik kareler metoduna gore cizdirilen dogru denklemleri ve korelasyon
katsayilar1 dikkate alinarak antibiyotiklerin dogrusal calisma araliklar1 ve
kantitasyon duyarliklari tartigilmistir.

Anahtar Sézciikler: Antibiyotik, Voltametri, Kalem Grafit Elektrot.






ABSTRACT

INVESTIGATION OF VOLTAMMETRIC BEHAVIOUR OF SOME
ANTIBIOTICS AND DETERMINATION OF THEIR
QUANTIFICATION CONDITIONS

Hasan Aydogan

Master of Science Thesis, Chemistry Division
Supervisor: Prof. Dr. A. Ersin Karagdzler
2015, 41 pages.

Antibiotics, in general term, are drugs used for the treatment of infections caused
by microorganisms. Antibiotics are placed on top of the prescribed drug list for
patients consulting a doctor.

Methods of high accuracy and precision are developed for the residue analysis of
antibiotics, which are used fort he treatment and protection of living things, and
their metabolites in various tissues and biological fluids along with some nutrients
such as milk and honey,. The most advanced techniques developed fort his
purpose are chromatographic techniques.

In this work, electrochemical behavior of 6 different antibiotics (cefazolin,
cefuroxime, ceftriaxsone, penicillin G, ampicillin ve gentamicin) from three
particular class (betalactam antibiotics, penicillins and aminoglycosides) were
investigated by cyclic voltammetry using graphite pencil electrode in Britten-
Robinson buffer solutions (pH 2, 5 and 9) afterwards, oxidation peaks of
antibiotics were determined using differential pulse voltammetry and calibration
graphics for each antibiotic were plotted using peak current intensities determined
by using calibration standard solutions. Linear working range and quantitation
sensitivity of antibiotics were discussed regarding the correlation coefficients and
line equations drawn according to the method of least squares

Key Words: Antibiotic, Voltammetry, Pencil Graphite Electrode
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ONSOzZ

Bazi Antibiyotiklerin voltametrik davraniglarinin incelenmesi ve kantitasyon
kosullarinin belirlenmesi " konulu tez calismam Adnan Menderes Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Elektrokimya Arastirma Laboratuvarinda
gerceklestirildi.

Yiiksek lisansa basladigim ilk giinden itibaren gerek ders gerek laboratuvar
caligmalan siiresince bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, her zaman destegini
hissettigim, sadece elektroanalitik kimya alaninda degil her alanda ¢ok sey
ogrendigim ve kendisi ile ¢caligmaktan son derece mutlu oldugum degerli hocam,
Prof. Dr. A. Ersin KARAGOZLER e,

Tez ¢aligmam siiresince kendimi ¢aresiz hissetti§im zamanlarda beni rahatlatan,
moral ve motivasyonumun artmasini saglayan, ayni laboratuvarda ¢aligmaktan
mutluluk duydugum, Yrd. Dog. Dr. Mihrican MUTI ERDEM, Ayse Nur YAVAS,
Fatma Merve NACAK ve Ebru SOZEN'e,

En kritik zamanlarda, tiim caligmalarimda bana refakat eden ve her asamada
yardimim1  eksik etmeyen degerli arkadasim doktora Ogrencisi Kiibra
GENCDAG"a,

Caligmalarim i¢in her zaman destek olan ve islerin en yogun oldugu zamanlarda
bile is yerinden iznini eksik etmeyen c¢ok degerli genel miidiiriim Baris
BAYHAN'a ve is yerinde olmadigim zamanlarda tiim islerimi sonlandiran degerli
yardimcim Elvan KOMURCU'ye,

Hayatimin her aninda sonsuz destegini daima hissettiren, yaptigim tiim islerde
beni cesaretlendiren, tez caligmam siiresince kahrimi ¢eken canimdan ¢ok

sevdigim aileme, tesekkiir ederim.

Hasan AYDOGAN
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1. GIRIS

Bakterilerin ¢ogalmasini engelleyen veya bakterileri 6ldiiren biyolojik kaynakli ya
da sentetik olarak elde edilen maddelere antibiyotik denir.

Antibiyotikler, dogada, bakteriler ya da mantarlar tarafindan iiretilir. Bu canlilarin
antibiyotik iiretip bulunduklar1 ortama salma nedenleri, diger tiirlerle besin yarist
icinde olmalaridir. Bu yiizden, bulunduklar1 ortamda, kendilerinden bagka
organizmalarm yok olmalari1 ya da daha fazla biiylimelerini engelleyen
antibiyotik maddeleri iiretirler. Antibiyotikler viriislere, mantarlara ve protozoalara
etki etmezler. Bu yilizden antibiyotik ilaclar yalnizca bir bakteri enfeksiyonu sz
konusu oldugunda ise yarar. Antibiyotikler giiniimiizde sentetik olarak da
tiretilmektedir. Uretimi yapan mikroorganizmalar genellikle mantarlardir (6rnegin
Penisilin) ve antibiyotiklerin kesfi de bu sayede olmustur. (Hoel D.)

1.1. Antibiyotiklerin Simiflandirilmasi
Antibiyotikler ¢esitli sekillerde siniflandirilmaktadir.
1.1.1. Antibiyotiklerin Etki Giiclerine Gore Siniflandirilmasi

Antibiyotikler, viicut sivilarinda olusturduklar1 konsantrasyonlarda,
mikroorganizmalar iizerindeki etki derecelerine gore iki farkli gruba ayrilir.

1.1.1.1. Bakteriyostatikler

Bunlar bakteri hiicrelerinin gelismesini veya iiremesini Onlerler. Gelismesi ve
iiremesi duran bakteriler, viicudun savunma mekanizmalar1 tarafindan kolaylikla

yok edilirler. Bu sekilde etki eden bakteriyostatikler asagida listelenmistir.

e Tetrasiklinler e Linkozamidler
e Makrolitler e Metronidazol
e Siilfonamidler e Mikonazol

e Amfenikoller



1.1.1.2. Bakterisidler

Bunlar bakteri hiicresini yok ederler. Agir tahribatlar yaratarak, bakteri hiicrelerini
oldiiriirler. Bu sekilde etki eden bakterisidler agagida listelenmistir.
(Goodman ve Gilman’s, Dokmeci)

e Beta-Laktamlar e Tazobaktam

e Penisilinler e Klavulanik Asit
o Sefalosporinler o Polipeptidler
e Monobaktamlar e Florokinolonlar
o Karbapenemler ¢ Vankomisin

e Beta-laktamaz inhibitorleri: e Rifamisin

¢ Sulbaktam e Teikoplanin

1.1.2. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalarma Gére Simiflandiriimasi
Antibiyotikler etki mekanizmalarina gore 5 gruba ayrilirlar.

1.1.2.1. Bakteri Hiicre Duvar Sentezini Bozan ve Katalitik Enzimleri Aktive

Edenler
e Beta-Laktamlar e Sikloserin
o Penisilinler e Ristosetin
o Sefalosporinler e Basitrasin
¢ Monobaktamlar (Aztreonam) e Teikoplanin
e Karbapenemler (mipenem, e Vankomisin
Meropenem)

1.1.2.2. Sitoplazma Membran Permeabilitesini Bozanlar (Deterjan etkisi
yapanlar)

e Polimiksinler

e Gramisidin e Flukonazol ve diger antifungal
e Nistatin trizoller

o Amfoterisin B e Hekzaklorofen

e Kandisein o Katyonik deterjanlar

e Ketokonazol ve diger antifungal
imidazoller



1.1.2.3. Ribozomlarda Protein Sentezini Bozanlar

e Tetrasiklinler e Amfenikoller
e Aminoglikozidler e Linkozamidler
e Makrolitler e Fisidik asid

1.1.2.4. Bakteri Genetik Materyali Uzerine Etki Yapanlar (DNA ve RNA
Sentezini Bozanlar)

e Florokinolonlar

e Rifamisinler e Bleomisin

¢ Nalidiksik asid e Asiklovir

e Metronidazol e Doksorubisin
e Aktinomisinler e Daunorubisin
e Mitomisinler e Metotreksat

1.1.2.5. Bakteriyel Antimetabolitler

e Siilfonamidler

o Siilfonlar ¢ Etambutol
e PAS e Trimetoprim
e Izoniazid (INH)

1.1.3. Antibiyotiklerin Kimyasal Yapilarina Gore Siniflandirilmasi

e 3 - Laktamlar

e Fenikoller e Polipeptidler
o Sulfanamidler e Kinolonlar
e Tetrasiklinler e Nitrofuranlar
e Aminoglikozitler e Imidazoller
e Makrolidler e Rifamisinler

e Linkozamidler



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Voltametri (Tural vd., 2006)

Voltametri, bir indikator veya ¢alisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda,
uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin 6l¢lilmesinden faydalanarak
analit hakkinda bilgi edinilen bir grup elektroanalitik yontemi kapsar. Maddelerin
elektrokimyasal Ozelliklerinden yararlanarak, kalitatif ve kantitatif analizlerinin
yapildig1 yontemlere elektroanalitik yontemler denir. Elektroanalitik yontemler,
farkli ylikseltgenme basamagindaki tiirlerin kolayca saptanabilmesi, bu
yontemlerin  uygulanmasim1  saglayan  cihazlarin  kromatograflara  ve
spektrofotometrelere gore cok daha ucuz olmasi ve genellikle kimyasal tiirlerin
analitik derisimini belirtmesi gibi Gistiinliiklere sahiptir (Henden vd., 2001).

Elektroanalitik teknikler, elektrik devresinden akim ge¢cmesine izin verilmeyen
statik teknikler ve izin verilen dinamik teknikler olmak iizere iki biiylik gruba
ayrilir. Dinamik teknikler potansiyel kontrollii, akim kontrollii ve yiik kontrollii
olmak tizere ¢ alt grupta uygulanir.

Elektroanalitik Teknikler

Statik Teknikler

Dinamik Teknikler

@ Potansivometri
@ Segici Elektrotlar
@ Potansivometrik Titrasyonlar

Il’nmnsi;wl Kont. II | Akaim Kontrollii ]l I Yiik Kontrolli T. I

@ Kronopotansivometri

@ Kulometrik Titrasyonlar

K ronoamperometri Potansivel Kont. Voltametri
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Sekil 2.1. Elektroanalitik yontemlerin siniflandirilmasi



Akim-gerilim ve derigim iliskilerinin ¢alisma elektrotu denilen kii¢iik yiizey alanh
polarize bir elektrot ile incelendigi elektroanalitik yontemlere genel olarak
voltametri denir. Calisma elektrotunun damlayan civa oldugu yonteme de
polarografi denir. Akim-gerilim egrileri, i= f (E); iki ya da ti¢ elektrotlu sistemlerle
elde edilir. ikili sistemlerdeki ikinci elektrot polarlanmayan niteliktedir ve
karsilastirma elektrotu adini alir. Ug elektrotlu sistemde kullanilan iigiincii
elektrota ise yardimci elektrot denir.

Voltametride degisik tiirden ¢alisma elektrotlar1 kullanildig gibi, degisik akim ve
potansiyel formlart da kullanilmaktadir: Dogru akim, dogru akima bindirilmig
alternatif akim ile potansiyel formlari olarak kare dalga, degisik tiirden pulslar ve
dongiisel potansiyel bu amagla kullanilmaktadir.

2.2. Voltametride Kullanilan Elektrotlar (Tural vd., 2006)

Elektrokimyasal hiicre, analit ve destek elektrolitin agirisini igeren bir ¢ozeltiye
daldirilmis iki veya {ii¢ elektrot icerir. Elektrokimyasal yontemlerde kullanilan
elektrot sistemine ikili veya iiclii elektrot sistemi adi verilir. ikili elektrot sistemi
bir ¢aligma ve bir karsit elektrottan olusurken, iiglii elektrot sistemlerinde ilave
olarak bir referans elektrot mevcuttur. Bazen elektrot terimi tiim yar1 hiicre i¢in de

kullanilir.
2.2.1. Calisma (indikator) Elektrotlar

Bu elektrot, yiizeyinde analitin ylikseltgendigi veya indirgendigi elektrottur.
Calisma elektrodu gesitli sekil ve biiyiikliikte olup, yapiminda kullanilan iletken
malzeme platin ya da altin gibi inert bir metal; karbon, pirolitik grafit ya da camsi
karbon; kalay oksit ya da indiyum oksit gibi yar1 iletken veya bir civa filmi ile
kaplanmis bir metal olabilir. Bu tiir elektrotlarin kullanildig1 potansiyel aralig
sadece elektrot malzemesine degil, ayn1 zamanda bu elektrotlarin daldirildig
¢Ozeltinin bilesimine bagli olarak da degisir. Calisma elektrotlarinda, kullanilan
calisma ortamina gore secilen potansiyel ¢aligma araliklari; 6rnegin civa elektrodu
icin 1 M H,SQO4 ¢alisma ortaminda (-0.8) - (+0.4) V araligi ve 1 M KCl ortaminda
(-1.6) ile (+0.2) V araligidur.
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Sekil 2.2. Voltametrik ¢aligsma elektrotlarinin genel siniflandirilmasi
2.2.2. Karsilastirma (Referans) Elektrotlar

Elektrokimyasal uygulamalar sirasinda potansiyeli dis ortamdan etkilenmeyen,
sabit kalan ve caligilan ¢6zeltinin bilesiminden etkilenmeyen elektrotlardir. Bir
referans elektrot kolayca hazirlanabilmeli, potansiyelinin sicaklikla degisim
katsayist ¢ok diisiik olmali, belli bir akim araliginda tersinir davranmali yani
icinden kiiciik akimlar gectiginde dahi gerilimi sabit kalmalidir. Bu kosullar
dikkate alindiginda, civa ve giimiis gibi bir metal ile o metalin az ¢6ziinen bir
tuzundan yapilmis elektrotlarin referans elektrot olarak kullanilabildigi
goriilmiistiir. Giimiis- glimiis kloriir referans elektrot (Ag/ AgCl): Gilimiis bir telin,
elektrolitik yoldan Giimiis kloriir (AgCl) ile kaplanarak klor iyonu igeren bir
¢ozeltiye daldirilmasiyla elde edilen bir elektrottur.

AgCl(k) +e — Ag(k) + Cl



2.2.3. Yardimal (Karsit) Elektrotlar

Karsit elektrodun gorevi c¢alisma elektrodu ile referans elektrodu arasina
uygulanan gerilim farkinin giivenceye alinmasidir. Potansiyel, referans ve ¢alisma
elektrotlar1 arasma uygulanmakta ve yardimer elektrodun varligr ile sabit
kalmaktadir. Akim ¢aligma elektrodundan yardimci elektroda dogru akmaktadir.
Yardimci elektrot helezon seklinde kivrilmis platin bir tel veya bir civa havuzu
seklinde olan ve elektrigin ¢ozelti icinden g¢alisma elektroduna aktarilmasini
saglayan karsit elektrottur. Bu elektrot inert olup 6lgiilen sonuglar iizerinde etkiye
sahip degildir.

2.3. Voltametrik Yontemler
2.3.1. Cevrimli Voltametri (CV) (Nisli vd., 2012)

Bu teknikte, dongiisel bir potansiyel tarama islemi vardir. Potansiyel E;
degerinden E, degerine belli bir hizla tarandiktan sonra, taramanin yonii ¢evrilerek
genellikle ayn1 hizla E; degerine ulasilir (Sekil 2.3). Boylece elektrokimyasal
tepkimeyle olusan liriiniin, ters dongiiyle elektrokimyasal davranisini inceleme
olanagi ortaya ¢ikar. Tarama tek bir dongiiyle sonlanabilecegi gibi, ardisik
dongiilerle defalarca yapilabilir.

Sekil 2.3. Cevrimli voltametride potansiyelin zamana bagli ardisgik tarama
dongiileri



Bu teknikte, baslangi¢ potansiyeli E; elektrot tepkimesinin daha baslamadigi bir
potansiyel olabilecegi gibi, herhangi bir potansiyelde olabilir. Benzer sekilde
bitirme potansiyeli de E; degerinden farkli bir E; potansiyeli olabilir. Kimi zaman
ters yondeki dongiiniin hiz1 da farklandirilabilir. Tersinir bir elektrot olayi i¢in elde
edilen akim-potansiyel egrisi Sekil 2.5’de verilmistir.
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Sekil 2.4. Tersinir bir elektrot tepkimesi igin elde edilen akim-potansiyel egrileri

Cevrimli  voltamogramlarin ayrintili  incelenmesi ile bir sistemin hangi
potansiyellerde ve ka¢ adimda indirgenip yiikseltgendigini, elektrokimyasal agidan
tersinir olup olmadigini, indirgenme ya da yiikseltgenme iiriinlerinin kararli olup
olmadigini, elektrot tepkimesinde rol alan maddelerin yiizeye tutunup

tutunmadiklarimi kolayca anlamak miimkiindiir.
2.3.2. Puls Voltametri (Nisli vd., 2012)

Spektroskopik tekniklerin ortaya ¢ikmasiyla bu yontemin yavas, kullanimi zor ve
tayin sinirinin oldukga diisiik kalmasindan dolay1 klasik polarografi dnemini
kaybetmistir. Bu yontem ile yapilan analizlerde tayin simirinin diisiik olmasinin
nedeni; diisiik konsantrasyonlarda elektrottaki elektriksel ¢ift tabakanin
yiikklenmesinden olusan kapasitif akimin, faradayik akima gore oldukca bilyiik
olmasidir. Bu yiizden normal puls ve diferansiyel puls teknikleri gelistirilmigtir.



2.3.2.1. Diferansiyel Puls Voltametri (DPV)

Normal puls voltametrisinde pulsun sonunda saptanan akim az da olsa kapasitif
bilesen igerir. Bu bilesenin olgiilen akimdaki payin1 daha da azaltmak ve boylece
seciciligi arttirmak igin pulsun basinda ve sonundaki akimlart 6l¢iip, farklarini
alma yoluna gidilmistir. Bu teknikle calisan yonteme diferansiyel puls voltametrisi
denir. Giderek artan bir dogru akim potansiyeline sabit genlikli pulslarin
uygulanmas1 ve diferansiyel puls voltametrisinde elde edilen akim-potansiyel
egrisi Sekil 2.6’da verilmistir.

Elektrota potansiyel pulsu ilk uygulandiginda, damla tizerindeki yiik arttigi igin
faradayik olmayan akimda da bir dalgalanma olur. Bu akim zamanla iistel olarak
azalir ve ylizey alaninin ¢ok az degisti§i damla Omriiniin sonuna dogru sifira
yaklasir. Dolayistyla akimi bu anda 6lgmek sureti ile faradayik olmayan artik akim
biiyiik oranda azaltilir ve sinyal/giiriiltii oran1 artar. Bunun sonucunda duyarlik da
artar.

Bu teknik kullanilarak, tersinir elektrot reaksiyonlarinda 1x10® M, tersinmez
elektrot reaksiyonlarinda ise 5x10® M madde tayini yapilabilmektedir.

I &

(@) (k)

Sekil 2.5. (a) Giderek artan bir dogru akim potansiyeline sabit genlikli pulslarin
uygulanma egrisi. (b) Diferansiyel puls voltametrisinde elde edilen
akim-potansiyel egrisi

Bu nedenlerden dolay1 son zamanlarda bu yontem en yaygim kullanilan analitik

yontem haline gelmistir ve damlayan civa veya asili civa damla elektrot ¢alisma
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elektrodu ile agir metal iyonlarmin eser derisimlerinin tayini igin Ozellikle
kullanilmaktadir.

2.4. Kaynak Ozetleri
2.4.1. Calismada kullanilan Antibiyotikler

Gentamisin (Genta ampul)

OH
CHs

D o
HC W LsZ L
; HO
HaC Hogw NH;
HoN NH;

Sekil 2.6. Gentamisin’in molekiil formiilii C1gH16N4OgS
Molekiil kiitlesi: 424.39 g/mol

Gentamisin, bir aktinomiset olan Micromonospora purpurea’dan elde edilen
duyarli bakterilerin normal protein sentezini inhibe ederek etkisini gosteren

bahterisid etkili bir aminoglikozid antibiyotigidir.

Ampisilin, Sulbaktam (Sulcid)

COOH

Q CH:
H \—M 1

C——COMNH— 5

MH= H H

Sekil 2.7. D-a-Aminobenzilpenisilin, Ampisilin trihidrat’in molekiil formiilii
C16H19N3O4S.3H20
Molekiil kiitlesi:403,45 g/mol



11

Sulbaktam

O
H A 4,0

Sekil 2.8. Sulbaktam’in molekiil formiilii CgH;;NOsS
Molekiil kiitlesi: 233,24 g/mol

Ampisilin ve sulbaktam isimli aktif maddenin bilesimidir. Sulbaktam penisiline
direncli bakterilere kars1 etkinlikte ampisiline yardim eder.

Penisilin G Potasyum (lecilline)

H
N S
T X
=0
HO

Sekil 2.9. Penisilin G Potasyum’un molekiil formiilii C1gH;KN,04S
Molekiil Kiitlesi: 372,48 g/mol

fecilline Flakon, ¢abuk ve uzun siireli penisilin g etkisini biinyesinde toplamus bir
preparattir. Penisilin G, penisiline duyarli mikroorganizmalar iizerinde aktif
cogalma safhasi sirasinda bakterisid etki gosterir. Hiicre duvart mukopeptidinin
biyosentezini inhibe eder.
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Seftriakson Sodyum (Novosef)
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Sekil 2.10. Seftriaskson Sodyum Tuzu’nun molekiil formiilii
CigH1sNsNa,0,S5.3/5.H,0
Molekiil kiitlesi: 660.60 g/mol

Seftriakson, sepsis, beyin zar1 iltihabi, dissemine (kene yoluyla bulasan
enfeksiyon) karmm zar iltthabi ve bagisik sistemi bozukluguna bagh
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir.

Benzatin Penisilin G (Deposilin)

Y
H H
o
d?-’
8] H'-..,_
Q\i it CHJ
N g CHs
HH H 2

Sekil 2.11. Benzatin Penisilin G’nin molekiil formiilii C;gH17N,NaO,S
Molekiil kiitlesi: 356.37 g/mol

Penisilin G benzatin, penisiline hassas mikroorganizmalarin aktif cogalma dénemi
stiresince bakterisit bir etki gosterir.. hiicre duvarinin mukopeptid yapisinin
biyosentezini inhibe eder.
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Ziihrevi enfeksiyonlar, akut eklem romatizmasi, st solunum yolu
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilir.

Sefuroksim (Multisef)

Sekil 2.12. Sefuroksim’in molekiil formiilii C;5HgN4OgS
Molekiil Kiitlesi: 424,39 g/mol

Sefuroksim, duyarli mikroorganizmalara karsi bakterisid etkilidir ve bu etkisini
hiicre duvar sentezini inhibe ederek gosterir. Sefuroksim, p-Laktamaz’a kars1 da
cok dayaniklidir.

Solunum sistemi, idrar yollari, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinin
tedavisinde endikedir.

Sefazolin (lespor)

H
e N s\.
£ ) i !
N ' :
W © OA NN

0}\{}“ 'EJ'I“~K'{/

Sekil 2.13. Sefazolin’in molekiil formiilii C14H14NgO4S3
Molekiil Kiitlesi: 454,51 g/mol

Her flakon 1000 mg sefazolin (sodyum olarak) igerir. lespor, duyarli
mikroorganizmalarin yol agtigi enfeksiyonlarin (iltihap olusturan mikrobik
hastalik) tedavisinde kullanilir.
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Bu enfeksiyonlar;

e Idrar yolu enfeksiyonlari

e Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari
e Safra yolu enfeksiyonlar

o Kemik ve eklem enfeksiyonlari

e Genital enfeksiyonlar

e Septisemi

e Endokardit

e Prioperatif profilaksi

2.4.2. Literatir Taramasi

Bu calismada kullanilan antibiyotiklerin voltametrik tayinlerine iliskin ¢aligmalara
literatiirde dogrudan rastlanmamakla birlikte etken maddelerin yer aldiklart grup
veya alt gruptaki diger antibiyotiklerin voltametrik tayinlerine iliskin ¢aligmalar
asagida ozetlenmistir

Antibiyotik ceftiofur asili civa damla elektrot iizerinde adsorptif olarak
toplandiktan sonra negatif yonde yapilan taramada iyi tanimlanmus iki katodik pik
ortaya ¢ikmugtir. Birinci pik siddetinin antibiyotik derigimi ile dogrudan iligkili
oldugu gosterilmis ve duyarligr artirmak igin tayinde etkili olan parametreler
(destek elektroliti, pH, toplama siiresi ve potansiyeli, tarama hizi) optimize
edilmistir. Yontem farmasotik preparatlara ve sigir serumuna uygulanmistir.
(Antonio, 2006)

Bakteriyostatik  bir  antibiyotik olan trimethoprim’in idrar ve tablet
numunelerindeki tayini i¢in metalloporfirin ile modifiye edilmis camsi karbon
elektrot  kullamilmustir.  Diferansiyel puls voltametrisi uygulanmis ve
trimethoprimin’in bu modifiye elektrot yiizeyinde pH’ya bagli ve tersinir olmayan
bir yiikseltgenme piki verdigi gosterilmistir. (Leena ,2010)

Beta laktam antibiyotiklerden cefaclor, amoxycillin ve ampicillin’in sulu
ortamlarda diferansiyel puls modu kullanilarak tayini i¢in asili civa damla elektrot
polimer ile modifiye edilerek kullanilmistir. Elektroinaktif olan bu antibiyotikler
yiiksek sicaklikta derisik HCl ile 2 Saat muamele edilerek okzazolonlara
dondstiirilmis, polimer filmde tutuklanan okzazolanlar siyirma voltametrisi ile
tayin edilmistir. (Electroanalysis)
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Gergek ilag numuneleri ile idrardaki ampicillin tayini i¢in ferrosendikarboksilik
asit ile modifiye edilmis karbon pasta elektrot kullanilmigtir. Diferansiyel puls
modunda ve asidik ortamda elektrokatalitik yiikseltgenme ampicllin pikinin iki
ayr1 dinamik dogrusal aralik gosterdigi ifade edilerek yontemin basit, kesin ve
se¢imli oldugu belirtilmistir. (M. A. Khalilzadeh, 2009)

Gilimiis nano partikiil ve ¢ok duvarli karbon nano tiipler ile modifiye edilmis cams1
karbon elektrot kullanilarak adriamycin diferansiyel puls voltametri ile tayin
edilmis, bu sekilde gelistirilen sensor yanitinin tekrarlanabilir ve kararli oldugu
ifade edilmistir. (Keying Zhang, 2010)

flag tabletlerinde ve idrarda cefixime tayini asili civa damla elektrot iizerinde
katodik adsorptif siyirma voltametrisi ile gergeklestirilmistir. Toplama potansiyeli
ve sliresi ile puls yliksekligi ve tarama adimi optimize edilmistir. Tayin sinir1 ve
calisma aralig1 belirlenmistir. (Rajeev, 2010)

Makrolid antibiyotik grubundan olan josamycin’in dogru akim, alternatif akim ve
diferansiyel puls polaorografi ile tayininin gergeklestirildigi bu ¢alismada y6ntem
ilag tabletlerine ve idrar numunelerine uygulanmustir. (F. Belal, 2002)

Bir monobaktam antibiyotik olan aztreonam’in tayini damlayan ve asili civa
elektrotlar, cams1 karbon elektrot ve ayrica yalin ve modifiye karbon pasta
elektrotlar ile galisilmistir. Diferansiyel puls ve kare dalga siyirma voltametrileri
kullanilarak yapilan tayinde jelatin ile modifiye edilmis karbon pasta elektrodun
en avantajli oldugu gosterilmistir. Yontem sulu ¢6zeltilere ve idrar numunelerine
uygulanmilstir. (Nagwa, 1998)

Antibiyotik cephalothin’in asili civa damla elektrot tizerinde katadik adsorptif
styirma voltametrisi ile tayin edilebileceginin gosterildigi bu ¢alismada deneysel
ve aygitsal parametreler optimize edilmistir. Yontem farmasotik preparatlara ve
ayrica serum ve idrar gibi biyolojik sivilara uygulanmigtir. (Ahmad H., 2004)

Florokinolon grubundan ii¢ ayri antibiyotik olan gatifloxacin, moxifloxacin ve
sparfloxacin’in camsi karbon elektrot tizerindeki yanitlar1 farkli pH degerlerine
sahip tampon sistemlerde incelenmistir. Yiikseltgenmenin tersinir olmadigl ve
adsorpsiyon kontrollii oldugu gosterilmistir. Yontem, diferansiyel puls modu
kullanilarak ilag tabletlerine uygulanmis ve sonuglarin spektrofotometrik tayin
sonuglari ile uyumlu oldugu gosterilmistir. (Abd-Elgawad, 2010)
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Doxorubicin ve methotrexate’in yiiksek duyarlikla tayini igin siklodektrin —
grafen hibrit nano yapraklar1 kullanilarak modifiye edilen cams1 karbon elektrot
sensOr yanitinin yalin camsi karbon elektroda kiyasla yaklagik 25 kat daha yiiksek
yanit verdigi gosterilmistir. Sensoriin maliyetinin diisiik, hazirlanmasiin basit,
tekrarlanabilirlik ve kararliliginin yiiksek oldugu ifade edilmistir. (Yujing, 2011)

Gram pozitif bakterilere karsi aktivitesi ¢ok yiiksek olan spiramycin’in bazik
ortamdaki elektrokimyasal davranis1 diferansiyel puls ve kare dalga voltametrileri
ile caligilmistir. Askida civa damla elektrot {izerindeki katodik pikin bu
antibiyotigin tayininde kullanilabilecegi gosterilmistir. Yontemin antibiyotigin saf
ve farmasotik preparatlarina uygulandigi ifade edilmistir. (Rasha M., 2010)

Tetrasiklin grubundan kimyasal yapilari birbirine ¢ok benzer olan 3 antibiyotik
(oxytetracyline, tetracycline ve chlorotetracyline), bu antibiyotiklerin eklendigi
hayvan yemleri ve taze baliklardan ekstrakte edilmis ve asili civa damla elektrot
kullanilarak tayin edilmeye calisilmistir. Voltamogramlarda antibiyotiklere ait
ortiisen pikler kemometrik kalibrasyon modelleri kullanilarak belirlenmistir.
(Yongnian , 2011)

Antibiyotik cefoperazone, asili civa damla elektrot tizerinde kare dalga adsorptif
katodik siyirma voltametrisi ile tayin edilmistir. Deneysel kosullarin optimize
edildigi yontem insan serum ve plazmasina uygulanmistir. (E Hammama, 2006)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

Kimyasallar Marka
Asetik asit (CH;COOH) Sigma-Aldrich
Potasyum kloriir (KCI) Merck

Borik asit (H;BO3) Merck
Fosforik asit H3PO4 Sigma-Aldrich
Metanol CH30H Sigma-Aldrich
Silfiirik asit (H2SO04) Sigma-Aldrich
Hidroklorik asit (HCI) Sigma-Aldrich
Sodyum hidroksit (NaOH) Sigma-Aldrich

3.2. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihaz Uretici Firma

Ivium Compact Stat Ivium Technologies B.V.
(Elektrokimyasal analizdr)

Platin elektrot Bioanalytical Systems, Inc.

pH metre Orion Star, Thermo Scientific

Terazi XB Serisi, Precisa

Vorteks Classic, Velp Scientifica

Manyetik karistirict MS 3000 serisi, Misung Scientific Co.
Sonikator Bandelin Sonorex

3.3. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi
3.3.1. Antibiyotiklerin Coziinmesinde Kullanmilan Cozeltiler

2 M NaOH ¢ozeltisi: 4 g NaOH’in 50 mL ultra saf suda ¢dziinmesiyle hazirlandi.
0,1 M H,SO,4 ¢ozeltisi: 4,9 g H,SO,’in 500 mL ultra saf suda ¢6ziinmesiyle
hazirlandu.

% 50 Metanol: 50 mL metanol alinip ultra saf su ile 100 mL’ye seyreltildi.

% 80 Metanol: 80 mL metanol alinip ultra saf su ile 1200 mL’ye seyreltildi.




18

3.3.2. Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

0.1 M Britton-Robinson tampon ¢ozeltisi: 6.1830 g H3BO3, 6.75 mL HsPO, (%85,
d=1,71 g/mL), 5.75 mL CH3;COOH (% 100, d=1,05 g/mL) ve 7.45 g KCI
karigtirilarak ultra saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan stok tampon
¢ozeltiden alinan 250 mL’lik kisimlar iizerine 2 M NaOH c¢d6zeltisinden damla
damla ilave edilerek pH’s1 istenilen degere ayarlandi. pH=2,0; 5,0; 7,0 ve 9,0
Britton-Robinson (BR) tampon ¢ozeltileri elde edilerek bu pH’larda caligmalar
yapildi.

3.3.3. Antibiyotiklerin Coziinme Denemeleri

Calisma icin segilen antibiyotiklerden sadece Genta (gentamisin) sivi formdadir
(ampul). Diger 6 antibiyotik kat1 toz formundadir (flakon).

Flakon antibiyotiklerin piyasaya siiriilmesinde ilagla birlikte genellikle steril
apirojen % 1 Lidokain HCI ya da enjeksiyonluk su ismiyle saf su bulunmaktadir.
Yapilan 6n denemelerde ilacin uygulanmasi i¢in ilagla birlikte verilen bu
¢oziciilerde ¢oziinmedigi, siispansiyon olustugu gozlendi. Bu durumda flakon
antibiyotikleri ¢cozmek i¢in ¢oziinme denemeleri yapildi.

Coziinme denemelerinde kullanilan ¢oziictiler:

e Antibiyotiklerin  piyasaya siiriilmelerinde  yaninda  bulunan  steril
enjeksiyonluk su ya da % 0,5 veya % 1’lik Lidokain HCI

e 2 M NaOH

e 0,1 M H,S0O4

e % 50 Metanol

e 9% 80 Metanol
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Coziinme deneyi sonuglar1 asagidaki ¢izelgede gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Antibiyotiklerin farkli ¢oziicii ortamlarinda ¢6ziinme denemeleri

sonuglart.
Coziciiler
Antibiyotik Kendi 2M 0,1M % 50 % 80
¢oziiciisii NaOH H,SO, Metanol Metanol

Genta + + + + +
Sulcid - - - + +
lecilline - - - + +
Novosef + (saf su) - - - -
Deposilin - - -

Multisef - - - + +
lespor - - - + +

Not: (+) isareti ¢oziinme oldugunu, (-) isareti olmadigini géstermektedir.

Yapilan ¢6ziinme deneyleri sonunda sadece Novosef kendi ¢oziiciisiinde (%1
Lidokain HCI) ¢oziindii. Sulcid 1 g flakon, Iecilline flakon, Multisef 250 mg
flakon ve lespor 1 g flakon %50 ve %80 metanol’de ¢oziindii. Deposilin 2.4 flakon
ise (benzatin penislin g) higbir sekilde ¢oziinmedi. Coziinemeyen antibiyotik
(Deposilin 2.4) ¢alisilacak olan antibiyotikler listesinden ¢ikarildi.

Hazirlanan ilag numunelerin pH=2, pH=5, pH=9 BR tampon ¢o6zeltilerindeki

¢Ozlniirlik ve ¢okelme durumunu incelendi.

Cizelge 3.2. Antibiyotik numunelerinin pH=2, pH=5, pH=9 BR tampon

¢oOzeltilerindeki ¢oziiniirliikk ve ¢okelme durumunun incelenmesi.

pH=2 pH=5 pH=9
Genta (ampul) + + +
Sulcid (% 80 metanol) + + +
Iecillline (% 80 metanol) + + +
Novosef (%0,5 Lidokain HCI) ¢okelme + +
Multisef (% 80 metanol) + + +
lespor (% 80 metanol) + + +

Not: (+) isareti ¢oziinme oldugunu gdstermektedir.
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Novosef pH=2 BR tamponunda ¢okelek olusturdu. Genta ve Multisef pH=2 BR
tamponunda dnce siispansiyon olusturdu fakat sonradan ¢o6ziindii.

3.3.4. Antibiyotik Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Sulcid 1 g (ampisilin)

Flakon 1000 mg sulcid icermektedir. 0,1 M stok sulcid ¢ozeltisi, flakonun tiimii 25
mL % 80’lik metanolde ¢oziinerek hazirlandi.

0,1 M = (1g/ 403,45g/mol) / 0,025 L
Novasef 1g IV (Seftriakson Sodyum)

Flakon 1000 mg seftriakson igermektedir. 0,1 M stok novasef ¢6zeltisi, flakonun

tiimii 15 mL saf suda ¢6ziinerek hazirlandi.

0,1 M =(1g/661,6g/mol) /0,015 L

Tecilline, 800.000 1U (Penisilin G Prokain)
Flakon 336 ek (= 0,336 g) potasyum icermektedir.

Tlacin molekiil formiiliinde 1 adet potasyum atomu bulundugu ve etken madde mol
kiitlesinin 372,48 g oldugu dikkate alinarak flakondaki ila¢ etken madde mol
sayist: 8,615.10° mol olarak hesaplanir. 0,1 M stok ieciline ¢ozeltisi 86 mL %

80’lik metanolde ¢oziilerek hazirlandi
0,1 M= 8,615.10° mol / 0.086 mL
Multisef 250 mg IM/IV Flakon (Sefuroksim)

Flakon 250 mg sefuroksim igermektedir. 0,1 M ¢ozelti icin flakonun tiimii 5,89
mL % 80’lik metanolde ¢6ziilmeye ¢alisildiginda flakon tam olarak ¢6ziilmedi. Bu
nedenle 0,1 M yerine 0,05 M’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi.

0,05 M = (250 mg / 424,39 mg/mmol) / 11,78 mL
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Genta 80 mg IM/IV ampul (gentamisin)

Sivi haldeki ilag 80 mg gentamisin icermektedir. (80mg) .(19/1000mg) . Etken
madde mol sayis1 = 0,080 g / 477,596 g/mol = 1,675x10'4 mol. Tlag, kendi
¢oziiciisiinde (% 1’lik Lidokoin HCI, 2 mL) ¢ozlinmiistiir. Elde edilen stok ¢ozelti
derigimi:

1,675.10"mol /2x10°L = 0,084 M Gentamisin
lespor 1g IM Flakon (Sefazolin)

Flakon 1 g sefazolin igermektedir. 0,1 M stok sefazolin ¢ozeltisi, flakonun tiimii
22 mL % 80’lik metanolde ¢oziilerek hazirlandi.

0,1 M = (1g/454,51g/mol) / 0,022 L

3.3.5. Voltametrik ol¢iimlerde uygulanan parametre degerleri

DPV _tarama kosullari: Cevrimli Voltametri (CV) Kosullari:
Ebastangie 00V Ebastangie : 0.000V

Eson 1.2V Ecevrim : 1.000 V

Puls stiresi : 50 ms Eson :-1.000 V

Puls yiiksekligi : 50 mV E.qm 4 mVvV

Eadim 4 mV Tarama hiz1 : 20 mV/s

Tarama hizi 120 mV/s
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Antibiyotiklerin Cevrimli Voltametrik Davramslari

Kalibrasyon grafikleri hazirlamak {izere daha sonra diferansiyel puls
voltamogramlarindan yararlanilacak olan 6 adet antibiyotikten bu asamada sadece
3 tanesinin iki farkli pH degerindeki Britton-Robinson Tamponunda iki farkli
elektrot (Kalem grafit elektrot ve platin elektrot) {izerindeki ¢evrimli voltametrik
davraniglar1 incelendi. Ila¢ etken maddesinin ¢evrimli voltamograminin zemin
¢ozeltinin voltamogramindan farkli olup olmadigi, eger varsa farkliliga pH nin ve
elektrot cinsinin nasil etki ettigi goriilmeye calisildi. Asagida, asidik (pH=2) ve
bazik (pH=9) ortamlarda alinan voltamogramlar temsili olarak gosterilmistir.

Sekil altlarinda verilen antibiyotik etken madde derisimi o antibiyotigin % 80
Metanol + % 20 su ¢6zeltisindeki derigimidir.
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Potential (V) Potential (V)

(Mavi: zemin, kirmizi: antibiyotik) (Mavi: zemin, yesil: antibiyotik)
® c .';{ D f
/ /
(Mavi: zemin, kirmizi: antibiyotik) (Mavi: zemin, kirmizi: antibiyotik)

Sekil 4.1. 0,01 M Genta’nin pH=2 ve 9 da BR tamponunda kalem grafit elektrot

ve platin elektrot ile alinana ¢evrimli voltamogramlari.

A. pH =2, Kalem Grafit Elektrot
B. pH =2, Platin Elektrot
C. pH =9, Kalem Grafit Elektrot
D. pH =9, Platin Elektrot
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(Mavi: zemin, yesil: antibiyotik)

D

y

(Mavi: zemin, kirmizi: antibiyotik) (Mavi: zemin, yesil: antibiyotik)

Sekil 4.2. 0,01 M Ampisilin’in pH=2 ve 9 da BR tamponunda kalem grafit elektrot
ve platin elektrot ile alinan gevrimli voltamogramlari.

A. pH =2, Kalem Grafit Elektrot
B. pH =2, Platin Elektrot
C. pH =9, Kalem Grafit Elektrot
D. pH =9, Platin Elektrot
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B /
A
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¥
(Mavi: zemin, kirmizi: antibiyotik) (Mavi: zemin, yesil: antibiyotik)
C D /
-
e
R — !
/,f
(Mavi: zemin, kirmizi: antibiyotik) (Mavi: zemin, yesil: antibiyotik)

Sekil 4.3. 0,01 M Sefazolin’i pH=2 ve 9 da BR tamponunda kalem grafit elektrot
ve platin elektrot ile alinan ¢evrimli voltamogramlari

A. pH =2, Kalem Grafit Elektrot
B. pH =2, Platin Elektrot
C. pH =9, Kalem Grafit Elektrot
D. pH =9, Platin Elektrot

Gentamisin i¢in pH=2’de gerek kalem grafit gerekse Pt elektrotlarla alinan
voltamogramlarda etken madde davranisinin zemininkinden ¢ok farkli olmadigi
gortilmektedir.

pH=9da ise yiiksek potansiyellerde her iki elektrotla da zeminden farkli olarak
kiigiik, tersinir olmayan pikler goriilmiistiir.

Ampisilin i¢in hem pH=2 hem de pH=9 tamponlarinda her iki elektrotla alinan
voltamogramlarda zemin ve etken madde davramiglari  birbirinden
farklandirilmayacak kadar yakindir.
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Sefazolinin pH=2"de CPE ile alinan voltamograminda zeminden farkli olarak 2
kiiciik yiiksetgenme piki goriilmektedir. Platin elektrotla zemin ¢ozeltisine
gozlenen indirgenme piki ortama sefazolin eklendiginde kaybolmaktadir, bu
durumu agiklamak miimkiin olamamustir. Ayni ilag formiilasyonu i¢in pH=9"daki
cevrimli voltamogramlara bakildiginda Pt elektrotla pH=2’dekine benzer bir
durum ortaya ¢ikmaktadir; yani, zemindeki indirgenme pikleri kaybolmaktadir.
Kalem grafit elektrot da ise, etken madde baslangicta yiiksek potansiyellerde akim
siddetinin artmasina neden olmakta, ardisik taramalarda artis her tarama ile
azalmaktadir.

Sadece 3 etken madde ile ¢alisilmakla birlikte etken maddenin elektrokimyasal
davraniginin  zemin ¢ozeltisinden farkliligi ¢ok bariz bir sekilde ortaya
cikmamugtir. Asidik veya bazik ortamda PGE veya Pt elektrotlarla gozlenen
elektrokimyasal davranig farklar1 kantitatif analiz i¢in hangi elektrot veya pH
ortaminin se¢ilmesinin uygun olacagi, cevrimli voltametrik davranislarin

incelenmesi ile net olarak ortaya konulamamugtir.
4.2. Antibiyotiklerin Diferansiyel Puls voltamogramlari

Cevrimli voltametrik davranmislarin incelenmesinde kullanilan karbon pasta
elektrotlar gerek hazirlaniglart gerekse her bir voltametrik taramadan sonra
mekaniksel veya elektrokimyasal olarak temizlenmesi zahmetli olan elektrotlardir.
Ayrica, ayni sekilde hazirlanant ve aymi sekilde on elektrokimyasal isleme
ugratilan elektrotlarin davranislart bazen birbirinden oldukga farkli olabilmektedir.
Bu nedenle, ¢alisilan ilag formiilasyonlarindaki etken maddeler i¢in hazirlanmasi
planlanan kalibrasyon grafiklerinde dikkate alinacak akim degerlerinin kalem
grafit elektrotlarla elde edilmesinin hem pratik agindan uygun olacagi, hem de

sonuglarin tekrarlanabilirligi agisindan daha giivenli olacagi diisiiniilmiistiir.

Cevrimli voltametride zeminden farkliligi net olarak gdzlenemeyen ilag etken
maddesi yiikseltgenme (veya indirgenme) piklerinin diferansiyel puls voltametri
ile ¢ok daha belirgin olarak ortaya c¢ikacagi asikardir. Calisilan 6 ilag
formiilasyonunun dogal hali s1vi olan biri (genta) disindaki flakon halindeki diger
5 antibiyotikten dordiiniin % 80 Metanol + % 20 su igerisinde, novosef’in ise saf
sudaki stok cozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerden uygun hacimler eklenerek
tampon ¢ozeltide antibiyotik son derisimi 1x10? M olacak sekilde hazirlanan
gozeltilerinin kalem grafit ¢alisma elektrodu kullanilarak diferansiyel puls
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voltamogramlar1 alinmistir. Antibiyotik eklenmeden 6nce kalem grafit elektrodun
zemin ¢ozeltide kullanilan DPV kosullarinda 3 kez taramasi yapilarak elektrot
sartlandirilmistir. Yapilan 6n ¢alismalarda Novosef i¢in ortamin pH=9 Britton-
Robinson tamponu digerleri igin pH=2 Britton-Robinson tamponu oldugu ortaya
cikmustir.

Asagida her bir antibiyotik elde edilen diferansiyel puls voltamagramlar
goriilmektedir. ~ Voltamogramlarda  gomilmiis  (inset) olarak  verilen
voltamogramlar, analizoriin yazilimini zemin diizeltme (baseline correction)
fonksiyonu kullanilarak elde edilmis voltamogramdir. Her bir antibiyotik i¢in daha
sonra hazirlanacak olan kalibrasyon grafiklerinde hangi konumdaki pik veya
piklerin dikkate alinacagi, zemini diizeltilmis voltamogramlar incelenerek
kararlastirilmigtir.

Current

** Potential

Akim, uA

Potansivel, V

Sekil 4.4. 0.01 M Multisef’in pH=2 BR tamponunda kalem grafit elektrot ile

alinan diferansiyel puls voltamogrami.
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Potansiyel, V

Sekil 4.5. 0.01 M Genta’nin pH=2 BR tamponunda kalem grafit elektrot ile alinan
diferansiyel puls voltamogrami.

P ' 18

Potansiyel, ¥V

Sekil 4.6. 0.01 M lecilline’in pH=2 BR tamponunda kalem grafit elektrot ile
alinan diferansiyel puls voltamogrami.
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Sekil 4.7. 0.01 M Novosef’in pH=9 BR tamponunda kalem grafit elektrot ile
alinan diferansiyel puls voltamogrami.
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Sekil 4.8. 0.01 M Sulcid’in pH=2 BR tamponunda kalem grafit elektrot ile alinan
diferansiyel puls voltamogrami.
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Potensivel, V

Sekil 4.9. 0.01 M Iespor’un pH=2 BR tamponunda kalem grafit elektrot ile alinan
diferansiyel puls voltamograminin zemin diizeltme ile pik okunmasi.

Asagidaki cizelgede kalibrasyon grafiklerinin hazirlanmasinda her bir antibiyotik
icin akim siddetleri dikkate alinacak olan pik konumlar1 gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Antibiyotiklerin kalibrasyon grafiklerinin hazirlanmasinda

kullanilacak piklerin potansiyel degerleri

Antibiyotik Akim siddeti 6l¢iilen pik konumu, V *
SULCID 0,448 — 0,778
MULTISEF 0,144

[ECILLINE 0,764

NOVASEF 0,832 —1,028

GENTA 1,072

IESPOR 0,780 — 8,.836

*) Antibiyotik derisimine bagli olarak yiikseltgenme pik konumlar1 belli bir
potansiyel araliginda ortaya ¢ikmaktadir.

4.3. Antibiyotiklerin Kalibrasyon Grafikleri

Antibiyotiklerin kalibrasyon grafiklerini hazirlamak i¢in 4.95 mL BR tampon
iceren ¢Ozeltiye antibiyotiklerin seyreltilmis stok ¢ozeltilerinden (0,001 veya 0,01
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M) uygun hacimler ardisik olarak eklenerek derisimleri 1,0x107 ile1,0x10° M
arasinda degisen bir seri ¢ozelti kullanilmistir. Sadece tampon igeren cozeltiye
daldirilan kalem grafit elektrot kullanilan DPV kosullarinda 3 kez taranarak
kosullandirildiktan sonra asagidaki ¢izelgede derisimi belirtilen seyreltilmis stok
cozeltisinden yine cizelgede gosterilen hacimler ardisik olarak eklenmis ve
elektrot degistirilmeksizin her bir derisimde 3 kez voltamogram alinmistir.
Cizelgede ayrica, antibiyotik seyreltik stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda
kullanilan ¢6ziicti ile kalibrasyon grafiklerinin hazirlanmasinda akim degerleri
dikkate alinan pik konumlar1 belirtilmistir.

Seyreltilmis kalibrasyon ¢dzeltilerinin  hazirlanmasinda Novosef digindaki
antibiyotikler i¢in % 80 metanol kullanilmistir. Tampon ¢6zelti pH’s1 novosef igin
9, diger antibiyotikler i¢in 2’dir.

Asagidaki ¢izelgede son derisimi yukarida belirtilen derisim araliginda olacak
sekilde hazirlana kalibrasyon standart c¢ozeltileri elde etmek icin kullanilan
seyreltilmis stok ¢ozelti derigimleri ile baglangigta 4,95 mL hacminde olan BR
tampon ¢ozeltiye yapilan eklemeler gosterilmektedir.

Cizelge 4.2. Kalibrasyon standardi olarak kullanilacak olan antibiyotik
derigimlerinin hazirlanmasinda kullanilan seyreltilmis stok ¢ozelti

derigsimleri ve zemin ¢ozeltisine eklenen hacimleri

Eklemede kullanilan seyreltilmis Eklenen hacim, Antibiyotigin elektrokimyasal
antibiyotik stok ¢ozelti derigimi, M uL hiicredeki son derigimi, M
0,001 50 1,0x10°
0,001 210 5,0x10”
0,001 289 1,0x10™
0,01 232 5,0x10™
0,01 318 1,0x10°

Asagidaki cizelgede her bir antibiyotigin kalibrasyon standartlar1 i¢in dl¢iilen akim
degerleri gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Kalibrasyon grafikleri hazirlamada kullanilan pik akimi siddetleri.

Kalibrasyon standart ¢ozelti derigimleri, M
Antibiyotik | 1,0x10°M | 5,0x10°M | 1,0x10*M | 5,0x10“M | 1,0x10°M
Akim siddetleri, nA

SULCID 64,85 176,08 294,49 602,82 881,95

MULTISEF 0 20,59 74,11 92,41 120,27

IECILLINE 202,83 229,53 254,34 290,03 325,41

NOVOSEF 168,78 373,03 291,15 307,14 609,33

GENTA 20 195 447 477 686

IESPOR 63,96 59,33 58,9 67,99 82,83

Her bir antibiyotik icin ¢izilen kalibrasyon grafikleri asagidaki sekillerde
gosterilmistir.

800
700 y=5,2461x+ 190,83

R2=0,7246 /
600
< 500 ,/::gg,ff””‘ﬁﬁgr
c
€ 400 —f
=
<

{ GENTA
300
200+7L/////
100

!

20 40 60 80 100 120
Derisim, M (x10-°)

Sekil. 4.10. pH=2 BR tamponunda farkli derisimlerde hazirlanan Genta
cozeltilerinin diferansiyel puls voltamogramlarindan okunan pik
akimlari ile elde edilen kalibrasyon grafigi
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1000
900 y=7,7523x+ 146,66
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Sekil 4.11. pH=2 BR tamponunda farkli derisimlerde hazirlanan Sulcid
¢ozeltilerinin diferansiyel puls voltamogramlarmdan okunan pik akimlari
ile elde edilen kalibrasyon grafigi
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Sekil4.12. pH=2 BR tamponunda farkli derisimlerde hazirlanan Iecilline
cozeltilerinin diferansiyel puls voltamogramlarindan okunan pik
akimlart ile elde edilen kalibrasyon grafigi
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Akim, nA

MULTISEF

Sekil 4.13. pH=2 BR tamponunda farkli derisimlerde hazirlanan Multisef
cozeltilerinin diferansiyel puls voltamogramlarmmdan okunan pik
akimlart ile elde edilen kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.14. pH=2 BR tamponunda farkli derisimlerde hazirlanan Iespor
cozeltilerinin diferansiyel puls voltamogramlarindan okunan pik
akimlari ile elde edilen kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.15. pH=9 BR tamponunda farkli derisimlerde hazirlanan Novosef
cozeltilerinin diferansiyel puls voltamogramlarindan okunan pik
akimlari ile elde edilen kalibrasyon grafigi

Yukaridaki kalibrasyon grafikleri incelendiginde tiim deneysel noktalar
kullanilarak en kiigiik kareler metoduna gore hesaplanan dogru denklemi,
korelasyon katsayisi R? =0,9567>0,95 oldugu i¢in, kabul edilebilir bir dogru
denklemidir. Diger antibiyotikler i¢in R? Degerleri 0,95’den ¢ok kiigiiktiir. ancak,
kalibrasyon grafiklerinde kalibrasyon dogrusunu bozan diisiik derisimlerdeki ilk 1-
2. atilacak olursa kabul edilebilir R® degerleri ve tabiatiyla farkli dogru
denklemleri elde edilecektir. Boyle bir hesaplama kalibrasyonda gecerli olan
dogrusal aralig1 daha gercekei bir sekilde belirlenmesine imkén verecektir.

Asagida her bir antibiyotik i¢in tim deneysel noktalar kullanilarak ve bazi
deneysel noktalar cikarilarak hesaplanmis dogru denklemleri, R® degerleri ve
deneysel noktalar ¢ikarildiginda kalibrasyonda kullanilabilecek dogrusal derisim
araligi tablo halinde gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. Deneysel noktalarin tiimii ve bazilart diglanarak hesaplanan dogru

denklemleri ile her bir antibiyotigin dogrusal ¢alisma araligi.

Tiim noktalar Bazi deneysel noktalar
kullanilarak cikarilarak hesaplanan
Antibivotik hesaplanan kalibrasyon dogrusu Dogrusal derisim
y kalibrasygn dogrusu denklemi ve R? degeri. araligi, M
denklemi ve R? degeri Cikarilan deneysel
noktalar
y=47,566x - 33,016
= +
Genta | 7 5’;‘21?18(72120’83 R?= 0,0984 1,010 - 1,0x10*
7 Cikarilan noktalar: 4, 5
R?>0.95 oldugu i¢in her
. =7,7523x + 146,66 L Y §
Sulcid ¥ R? = ())(9567 hangi bir deneysel nokta 1,0x10°- 1,0x10°
o ¢ikarilmamustir.
y=0,7863x + 247,99
= +
lecilline | 7 1’(;823_’; 8534'47 R?=0,0956 1,010 - 1,0x10°
- Cikarilan noktalar: 1, 2
y=0,5147x + 68,146
. =1,0241x + 27,47
Multisef | ¥ ’gz o e > R?=0,997 1,0x10* - 1,0x10°
o Cikarilan noktalar: 1, 2
y=0,2526x + 56,843
=0,2215x + 59,247 y §
lespor | YT R®=0,9882 5,0x10°- 1,0x10°
e Cikarilan noktalar: 1
y=1,7563x + 285,76
= 27x + 227
Novosef | 7 3’2?_ 09106 85 R?=0,9931 5,0x10° - 5,010
- Cikarilan noktalar: 1, 5

Yukaridaki gizelge incelendiginde en genis dogrusal derigim araligi sulcid ile elde
edilmistir (En yiiksek derigim / En kii¢iik derisim = 100). Digerleri i¢in bu derigim
aralig1 sirasiyla: lespor icgin 20, digerleri icin 10’dur. Ancak, bazi antibiyotikler
yiiksek derigimlerde dogrusallik, bazilar ise diisiik derisimlerde dogrusallik
gostermektedir.

Yiiksek derisimde dogrusallik gdsterenler: Iespor, Iecilline ve Multisef

Genta i¢in dogrusal derisim aralig1 kii¢iik derisimlerde gecerlidir. Novosef hem
kii¢iik hem de biiyiik derisimlerde dogrusalliktan sapma gdstermektedir.

Bazi deneysel noktalar ¢ikarilarak hesaplanan dogru denklemlerindeki egim
degerinin biyiikliigiine bakilarak Ol¢limlerin yapildigi deneysel kosullarda
antibiyotiklerin duyarhiliklar1 asagidaki gibi siralanabilir: Genta, Sulcid, Novosef,

lecilline, Multisef ve lespor.
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5. SONUC

Bu calismada elektrokimyasal olarak tayin olanaklari arastirilan antibiyotikler ilk
kez bu tezde denenmistir. Tayin sinirlann hesaplanmamis olmakla birlikte
uygulanan deneysel kosullarda her bir analit igin dogrusal derisim aralig ile
kantitasyonu duyarliliklar1 hesaplanmistir. Dogrusal ¢alisma araliklarinin oldukca
dar oldugu goriilmektedir. Nitekim, en yiiksek aralik sulcit i¢in 100 kat, digerleri
icin ise 20 veya 10 kattir. Keza dogrusal derigsim aralig1 en diisiik (10 kat) olan
Genta’nin diigiik derisimlerde calisilmasi1 halinde duyarliligit en yiiksektir
(dogrunun egimi:47,5). Ozellikle Iecilline, Multisef ve Iespor igin dogru
denkleminin egimi ¢ok diisiiktiir. Bu durum bu antibiyotikler belirlenen deneysel
kosullarda tayin edilmeye calisildiginda numunenin hesaplanan antibiyotik
derigimindeki belirsizligin ¢ok yiiksek olacagini gostermektedir.

Kalem grafit elektrotlar tek kullanimlik elektrot olduklarindan ¢ok kullanislidirlar.
Ote yandan, bu calismada sadece yiikseltgenme bolgesindeki diferansiyel puls
pikleri &lgiilmiistiir. Boliim 2.4.22.2°deki Kaynak Ozetlerinde antibiyotiklerin
yiikseltgenme bolgesindeki piklerinden yararlanilarak yapilan tayinlerde
cogunlukla camsi karbon elektrodun kullanildigi; iistelik bu elektrodun hemen

hemen her defasinda modifiye edilerek kullanildigi goriilmektedir.

Antibiyotikler biiyiikk ve karmagik organik molekiillerdir. Molekiiliin yapisinda
hem yiikseltgenebilen hem de indirgenebilen birimler bulunmaktadir. Indirgen
bolgedeki tayinler i¢in civa damla elektrodun kullanildigi, ¢ogunlukla da bu
tayinlerin adsorptif siyirma ile yapildigi kaynak ozetleri incelendiginde

goriilecektir.

Tezin amaci tek kullammlik kalem grafit elektrotlar kullanilarak antibiyotiklerin
elektrokimyasal olarak tayin imkanlarinin aragtirilmasiydi. Oldukca yiiksek
antibiyotik derigimi kullanilarak yapilan ¢evrimli voltametri ¢alismalarinda zemin
ve antibiyotik ¢ozelti voltamogramlarinda dikkate deger bir fark olmadig
vurgulanmigtir. Bu durum, antibiyotikler igin tayinde kullanilabilecek en uygun

voltametrik kosullarin belirlenmesini zorlagtirmistir.

Her seye ragmen calismada ele alinan antibiyotiklerin voltametrik tayinlerinin
daha oOnce yapilmamis olmasi bu caligmayr orijinal kilmaktadir. Ancak, bu

caligmanin ileri asamasi olarak sozii edilen antibiyotiklerin yine kalem grafit
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elektrot kullanilarak yiikseltgen veya indirgen bdlgede adsorptif siyirma ile
tayinlerinin arastirilmasi oOnerilebilir. Kalem grafit elektrotlarin herhangi bir
modifikasyona tabi tutulmaksizin kullanilmasi literatiirdeki ¢aligmalara gore bir

avantaj olusturacaktir.
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